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RESUMO: A ressonância magnética nuclear (RMN) de baixa resolução vem sendo usada a
mais de 30 anos na determinação do teor de óleo em sementes intactas, para melhoramento
genético de oleaginosas, pois além de não destrutiva, é bastante rápida. Recentemente
desenvolvemos uma técnica rápida de RMN de baixa resolução para medida da qualidade do
óleo nas sementes, baseada na seqüência posposta por Carr-Purcell-Meiboorn-Gill,
denominada CPMG. Essa seqüência consiste de um pulso de 90 graus, seguido por um tempo
T e um trem de pulsos de 180 graus separados por um tempo 2T (90° x' _ T _(1800y' _ T
_(ecoL T)n). O sinal gerado pela CPMG tem um decaimento exponencial, com constante de
tempo de relaxação transversal T2, que é inversamente proporcional à viscosidade do óleo nas
sementes, e também ao número de cetano, índice de iodo ao teor e tipo de ácidos graxos.
Apesar do grande potencial dessa técnica, quando seu uso é intensivo, pode acarretar um
menor tempo de vida dos componentes. Além disso, pode levar a um aquecimento indesejável
na semente, reduzindo seu poder germinativo e a resultados errôneos, uma vez que a
viscosidade varia com a temperatura. Assim, estamos apresentando uma nova técnica de
medida de T2, similar à CPMG, porém usando somente pulsos de 90 graus denominada
CPMG90, a qual tem demonstrado desempenho idêntico a CPMG convencional, na análise da
qualidade de óleo de sernentess A CPMG90 tem a vantagem de se usar apenas 25% da
potência da técnica convencional aumentando o tempo de vida do espectrômetro e também.
uma menor influência na temperatura da amostra. Essa técnica já está sendo utilizada para
seleção de sementes de amendoim com alto teor de ácido oléico que é o componente ideal
para produção de biodiesel, por possuir maior estabilidade oxidativa que os ácidos graxos
poliinsaturados.
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1 INTRODUÇÃO
A ressonância magnética nuclear (RMN) de baixa resolução vem sendo usada a mais de
30 anos na determinação não-destrutiva do teor de óleo em sementes intactas, para
melhoramento genético de oleaginosas. É um método padrão usado por melhoristas em todo o
mundo, pois além de não destruir as sementes, é bastante rápido, chegando a analisar mais de
três sementes por minuto (Colnago et al., 1996; Azeredo et al., 2000; Azeredo et al., 2003;
Venâncio et al., 2005 e Colnago et aI., 2007).
Recentemente desenvolvemos um novo método de RMN baseada na seqüência de
pulsos denominada CWFP (Continuous Wave Free Precession) que consiste de um trem de
pulsos de 90 graus, calculado pela equação I, separados por um intervalo de tempo r na
ordem de 300 microsegundos (Azeredo et al., 2003; Venâncio et al., 2005 e Colnago et ai.,
2007). Essa seqüência é repetida milhares de vezes (n) até a aquisição total dos sinais de
RMN. O esquema da seqüência CWFP está na Figura 1.
(1)
onde 8 é o ângulo de excitação em graus, y = constante magnetogírica, característica de cada
isótopo, Bl, a intensidade do campo de radiofreqüência (rf) aplicado sobre a amostra e Tp, o
tempo de duração do pulso. Com essa equação observa-se que é possível ajustar o ângulo de
excitação da amostra, variando a intensidade do campo Bl ou o tempo de duração do pulso Tp.
: '
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Figura I - Diagrama da seqüência CWFP ((90 _ .)11) com um pulso de 90 graus de 10
microsegundos e um intervalo. de 300 microsegundos. A amplitude do pulso de rf está em
unidades arbitrárias (ua).
Essa técnica viabiliza a determinação do teor de óleo em mais de 20 mil sementes
intactas por hora e está sendo utilizada na avaliação do teor de óleo em sementes, na seleção
de material genético para produção de biodiesel.
Desenvolvemos também uma outra técnica rápida de RMN de baixa resolução para
medida da qualidade do óleo nas sementes, baseada na seqüência de pulsos desenvolvida por
Carr-Purcell-Meiboorn-Gill, denominada CPMO (Prestes et aI., 2007). Essa seqüência (Figura
2) consiste da aplicação de um pulso de excitação de 90x graus (pulso aplicado no eixo x do
modelo de coordenadas girantes) de alguns microsegundos de duração, seguido por um tempo
(.) de dezenas a centenas de microsegundos, então é aplicado um pulso de 180y graus (pulso
aplicado no eixo y), com o dobro dó tempo do pulso de 90 graus. Após esse segundo pulso,
espera-se um tempo de 2r. A aquisição do sinal da técnica CPMO (Figura 1) ocorre após um
tempo. do pulso de 180 graus. Após o tempo de 2., repete-se a seqüência de pulsos de l80y
graus, n vezes (n= 102 a 10\ até o desaparecimento do sinal de RMN. O sinal gerado pela
seqüência CPMO é caracterizado por um decaimento exponencial, cuja constante de tempo,
denominada T2, é relativa à relaxação transversal dos spins nucleares.
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Figura 1 - Seqüência de pulso da técnica CPMO.
o decaimento exponencial T2 é inversamente proporcional à viscosidade do óleo nas
sementes (Figura 3) que por sua vez está diretamente relacionado aos teores e tipos de ácidos
graxos (Prestes et ai., 2007).
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).. Figura 2 - Curvas de decaimento do sinal de RMN.obtidos com a seqüência CPMO.
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Na Figura 3 a semente de linhaça (LIN) apresenta o decaimento mais longo, por ser rica
em ácido linolênico (> 50%), um ácido graxo com 18 carbonos e três insaturações (C 18:3),
cujos ésteres são os menos viscosos. O biodiesel produzido a partir do óleo de linhaça possui
viscosidade cinemática (J.!) 3,6 mrn/ S-I. A semente de soja (SOY) por apresentar mais que
50% de ácido linoléico (C18:2) produz biodiesel mais viscoso (4,1 mm2 S-1 ) que a linhaça e
menos viscoso que a macadâmia (4,4 rnrrr' S-I), a qual contém mais de 70% de ácido oléico
(CI8:l) em sua composição. A mamona possui um óleo muito mais viscoso que as outras três
I .
4° Congresso Brasileiro de Plantas Oleaginosas, Óleos, Gorduras e Biodiesel
602
----------_ ..
sementes, uma vez que contém mais de 80% de ácido ricinoléico, um ácido graxo C 18: 1, mas
com uma hidroxila no C12. Essa hidroxila permite ligações de hidrogênio intrarnoleculares,
responsável pela alta viscosidade (12,8 mm ' S·I) do biodiesel produzido com o óleo da
mamona (Knothe, 2005 e Prestes et ai., 2007) .
. Como as propriedades do biodiesel, tais como viscosidade, número de cetano e índice
de iodo são dependentes do tipo e da concentração dos ácidos graxos presentes no óleo,
desenvolveu-se a aplicação da técnica CPMG para a medida desses parâmetros diretamente
nas sementes. Na Figura 4 são apresentadas as curvas de calibração para a viscosidade
(coeficiente de correlação r = 0,94) e número de cetano (r = 0,92) calculados pela técnica
CPMG diretamente em sementes como soja, pinhão-rnanso, amendoim, girassol entre outras
(Prestes et ai. 2007). Nesta técnica a semente deve ficar imóvel durante a análise por cerca de
1 segundo (stop and flow), demandando maior tempo de análise que a técnica CWFP,
utilizada para medir o teor de óleo nas sementes, apesar de poder analisar mais de 1000
amostras por hora.
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Figura 3 - Curvas de correlação relativas às propriedades do bicdiesel, calculadas por GC e
preditas pelo método CPMG , a) curva de calibração da viscosidade cinemática e b) curva de
calibração do número de cetano.
Apesar do grande potencial da técnica CPMG, tem-se encontrado alguns problemas
quando seu uso é intensivo. A aplicação dos pulsos de 180 graus com cerca de 20
microsegundos, em intervalos de tempo -r de 100 microsegundos e uma potência de rf de
aproximadamente 100 Watts, causam no equipamento, principalmente no amplificador de
potência e na sonda detectora, uma sobrecarga, acarretando uma menor durabilidade nos
componentes. Além disso, esse trem de pulsos praticamente contínuo, pode levar a um
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aquecimento indesejável na semente. O aquecimento, além de reduzir o poder germinativo da
mesma, também pode levar a resultados errôneos, uma vez que a viscosidade varia
exponencialmente com a temperatura (Prestes et al., 2007).
Assim, neste trabalho estamos apresentando uma nova técnica de medida do tempo de
relaxação T2,similar ao CPMG, porém usando somente pulsos de 90 graus, que denominamos
CPMG90. Como vamos demonstrar nesse trabalho, essa técnica usa apenas 1,14 da potência da
técnica de CPMG convencional.
2 MATERlAL E MÉTODOS
Foram utilizados sementes intactas de pinhão-manso, amendoim, baru, abóbora,
amêndoa, castanha do Brasil, castanha de caju, pati, colza, gergelim branco e preto, girassol,
linhaça, macadâmia, mamona, macaúba, moringa, niger, noz, piaçava, pipoca, rabanete e soja.
Utilizou-se um espectrômetro de RMN baseado em um transmissor/receptor CAT-l 00
da Tecmag e um ímã de 2,1 T Oxford com 30 em de bore. A freqüência de ressonância do lH
é de 85 MHz e 5 MHz para lH).
As análises dos sinais de RMN foram realizadas com as técnicas CPMG convencional
(Figura 2) 900 x' 1: (l80oy' 1: (eco) r)», e CPMG90 (Figura 5): 900 x' 1: (900y' t
-- -- - -- -
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Figura 4. Seqüência de pulsos da técnica de CPMG90. ".
Os parâmetros de análise para essas técnicas foram: largura de pulso de 10 us, tempo
entre os pulsos (1:) de 100)1s, números de ecos (n) = 600 ecos. Todas as medidas foram
executadas na temperatura de 22°C ± 0.5 "C.
As constantes de tempo (T2) dos decaimentos das curvas CPMG foram analisadas no
software Origin 6.1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÕES
A Figura 6 apresenta os decaimentos das sementes de linhaça, amendoim e baru,
obtidos com as técnicas, CPMG convencional com trem de pulsos de 180 graus e com a
técnica proposta, CPMG90, com um trem de pulsos de 90 graus. É possível visualizar nesta
figura, uma sobreposição quase completa entre os decaimento medidos pelas duas técnicas.
Assim como discutido na introdução, as diferenças entre as velocidades de decaimento dos
sinais são relativas à sua viscosidade, composição etc.
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Figura 5. Curvas de decaimento do sinal de RMN obtidos com a seqüência CPMG
convencional e CPMG90, das sementes de linhaça, amendoim e baru.
Para uma análise quantitativa das similaridades dos dois métodos, fez-se uma correlação
entre os T2 medidos para 24 sementes de diferentes espécies. Na Figura 7 a curva ele
calibração entre os dados medidos com a CPMG convencional e CPMG90 com um
coeficiente de. correlação r = 0,997, que confirma que a técnica CPMG90 pode substituir
totalmente as medidas realizadas com CPMG convencional para a determinação da qualidade
do óleo em sementes.
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Figura 6. Curva de correlação nos tempos de relaxação T2 medidos com as técnicas de CPMG
convencional e CPMG90.
É possível observar pela equação 1, que o ângulo de excitação (8 ) dos spins nucleares
pode ser ajustado tanto pelo intensidade de B I, quanto pelo tempo Tp. Desses fatores, a
duração do pulso deve ser curta o suficiente para que a banda de irradiação gerada, seja
T « 1/
superior a banda espectral a ser analisada (8f), onde P /l1f .Assim, na seqüência CPMG
convencional, o valor máximo de Tp é limitado pelo tempo de duração do pulso de 180 graus,
uma vez que a largura do pulso de 90 graus é metade desse valor e conseqüentemente teJ11o
, dobro da banda de irradiação. Com isso para a técnica CPMG90, pode-se apenas reduzir o
, tempo de duração do pulso, que leva a uma redução de 50% da potência incidida, mas com o
, "
. r dobro da banda espectral (8f) necessária. Uma maneira mais eficiente de reduzir a potência
,
consiste em utilizar a largura dos pulsos de 90 graus com a mesma duração dos pulsos de 180
graus da técnica CPMG convencional. Para isso reduz se pela metade a intensidade ele B 1,
que depende da potência (P) do pulso de rf do fator de qualidade da sonda (Q), da freqüência
de ressonância (vO) e do o volume da bobina detectora (V) de acordo com a equação 2.
(2)
onde P é a dado em Watts (W), vO ern megahertz (MHz) e V em cm3.
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Como Q, vO e V são constantes para uma mesma sonda/espectrômetro, o B 1 depende
apenas da raiz quadrada da potência, ou seja, B 1~ P1;í. Assim, a redução de B 1 pela metade
para os pulsos de 90 graus equivale a uma redução de 4 vezes da potência incidida na
amostra. Experimentalmente isso está equivalendo a uma mudança de potência de cerca de
100W usada na técnica CPMG convencional para apenas 25W em CPMG90.
4 CONCLUSÃO
A técnica CPMG90 tem desempenho idêntico a CPMG convencional, podendo ser
utilizada para a análise da qualidade de óleo de sementes. A CPMG90 apresenta a vantagem
de utilizar apenas 25% da potência da técnica convencional, aumentando a durabilidade cio
espectrôrnetro com uma menor influência na temperatura da amostra. Essa técnica já está
sendo utilizada para seleção de sementes de amendoim com alto teor de ácido oléico que é o
componente ideal para produção de biodiesel. °ácido oléico tem maior estabilidade oxidativa
que os ácidos graxos poliinsaturados, como o linoléico e linolênico, principais componentes
da maioria das sementes oleaginosas e a mesmo tempo menos viscoso que os ácidos graxas
saturados e ricinoléico.
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